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BEVEZETES

A STAT fehérjek

A citoplazmatikus transzkripciés faktorok csaladjaba tartoz6 STAT fehérjék
sejtfelszini receptorok ligandum kotése altal kivaltott jeleket tovabbitanak a sejtmagba.
Emlésokben eddig hét, kiilonbozo gének altal kodolt STAT fehérjét irtak le, ezek a STATI,
STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b és STAT6. A STAT fehérjék altal aktivalt gének
kritikus szerepet toltenek be a sejtek proliferacidjanak, talélésének és differencialédaséanak,
valamint funkciondlis aktivitdsdnak szabalyozasaban, melynek révén kozremiikodésiik
szamos fiziologias folyamatban alapvetd jelentdségli. A STAT aktivacio fiziologias
korilmények kozott tranziens €s szigorGan szabalyozott, mely mechanizmusok
egyensulyanak felboruldsa kéros folyamatokhoz, igy malignus elvaltozasok kialakuldséhoz
vezethet.

A STATS3 transzkripcios faktor felépitése

A STATS3, atobbi STAT fehérjéhez hasonloan hat jol elkiilonithetd és meghatarozhatd
funkcidval rendelkezd erdsen konzervalt doménbdl épiil fel, melyek az N-terminalis végtol
kezdve a kovetkezok: (1) N-terminalis domén (NTD), (2) Coiled-coil domén, (3) DNS-k6t6
domén (DKD), (4) Linker régi6 (LR), (5) Src homolégia domén (SH2), (6) Transzaktivacios
domén (TAD). A transzaktivacios domén tartalmazza a STAT3 két foszforilacids helyét a
705-6s pozicioban elhelyezkedd tirozin és a 727-es pozicioban elhelyezkedd szerin

oldallancon.

Az IL-6/IL-6R/STATS3 jelatviteli atvonal

A STATS3 transzkripcios faktor szerepét elséként az I1L-6 jelatvitelében azonositottak.
Késobb kimutattak, hogy aktivalodasat mas citokinek, valamint egyes novekedési faktorok és
hormonok is kivalthatjak

A citokinek kis molekula tomegii glikoproteinek, melyek kritikus szerepet jatszanak a
sejtek tulélesében, osztodasaban és differencidlodasaban. Hatasmechanizmusukra a
pleiotropizmus ¢és a redundancia egyarant jellemzd. A célsejtekre gyakorolt hatdsukat auto-,
para, vagy endokrin jelatvitelen keresztil fejtik ki. Az I1L-6 citokint tobb sejtféleség is termeli,
ideértve a monocitakat, makrofagokat, fibrocitakat, aktivalt T- és B-sejteket, valamint egyes
tumorsejteket is. A fokozott IL-6 termelédés és az 1L-6 jelatviteli Gtvonal rendellenessége

hozzéjarul a gyulladassal Osszefliggd betegségek kialakulasahoz. Kozponti szerepe van a
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krénikus gyulladas és a daganatos megbetegedések dsszekapcesolasaban azaltal, hogy eldsegiti
a tumormikrokornyezet fenntartasat, a tumorndvekedést, az angiogenezist, a metasztazis
kialakulasat, valamint gatolja a tumorsejtek apoptézisat, ezzel biztositva azok talélését.

Az IL-6R komplex egy 80kDa nagysagl IL-6Ro (masnéven gp80 vagy CDI126)
alegységbdl és a kozos jelatviteli alegységbdl a gp130-bol (glikoprotein 130) épiil fel. Mig a
gp130 minden sejten kifejezédik, addig az IL-6Ra expresszidja fiziologias koriilmények
kdzott néhany sejttipusra korlatozddik, igy hepatocitakra, epitél sejtekre, illetve egyes
leukocitékra.

Az IL-6 altal kivaltott STAT3 aktivacio els6 1épeseként a citokin hozzakotédik a
célsejt membranjan elhelyezkedd IL-6Ra alegységhez, ami a gp130-hoz torténd kapcsolodast
eredményezi. Két IL-6Ra/IL-6/gp130 heterotrimer &sszekapcsolodasaval alakul ki a
funkcionalisan aktiv hetero hexamer szerkezet, ami aktivalja a citoplazmatikus oldallanchoz
konstitutivan kapcsolt Janus kindzokat (JAK). A JAK-ok auto- és transz-foszforilezéssel
foszforilaljadk egymas tirozon oldallancat, valamint a gpl30 citoplazmatikus oldalan
elhelyezked6 négy tirozin oldallancot is, melyek igy molekularis dokkoloként szolgalnak a
monomerikus, nem foszforilalt STAT3 fehérjéknek. A STAT3 fehérjék toborzasa utan a JAK-
ok a STAT3-at is foszforilalajak a tirozin oldallancon, ami a STAT3-STAT3 homodimerek
kialakitasat eredményezi a foszfotirozin-SH2 doménen keresztil. A dimerek a sejtmagba
transzlokalodnak, ahol kotédnek a specifikus STAT DNS-valasz elemekhez és kdzvetlenil
szabalyozzak célgénjeik expresszidjat.

A STAT3 transzkripcios faktor a tirozin oldallanc mellett tartalmaz egy masodik
foszforilacios helyet is a 727-es pozicidban elhelyezkedd szerin oldallancon. A STAT3 szerin
foszforilacidjaban tobb szerin/treonin kinaz is részt vesz, ideértve a CDK 1 és 5, valamint a
MAP kinazokat. A rendelkezésre allé adatok alapjan a szerin foszforilaci6 pozitiv és negativ
szabalyoz6 szerepet egyarant ellathat a kanonikus STATS3 jelatviteli Utvonalban, ugyanakkor
a hatasmechanizmus még nem minden részletében tisztazott és az adatok sokszor ellent
mondanak egymésnak. A szerin oldallanc foszforilacidja sziikséges a maximalis
transzkripcios aktivitas eléréséhez, ugyanakkor eldsegiti a pTyr-STAT3 defoszforilaciojat,
ezaltal lerdviditi a STAT3 transzkripcios aktivitas id6tartamat

A STAT3 szerin foszforilacidja kritikus szerepet jatszik a sejtciklus M-fazisanak
kezdeti szakaszaban. A Cdk1/ciklin B1 komplex altal kdzvetitett STAT3 szerin foszforilacio a
mitozis kezdetekor elnyomja a p21 és p27 Cdkl inhibitorok expressziojat, ami biztositja a
Cdk1/ciklin B1 komplex aktiv allapotanak fenntartasat. Amint a sejtek kilépnek az M-fazishadl
a ciklin B ubikvitinacidja és kovetkezményes degradacidja eredményeként a Cdk1 aktivitasa
csokken, igy a szerin foszforilacio helyett a pSer-STAT3 defoszforilacidja valik dominanssa.
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A p2l és p27 expresszioja fokozodik, ami tovabb gatolja a Cdkl aktivitasat negativ

visszacsatolas révén.

STATS3 szerepe az onkogenezisben

A legtobb citokin indukalt folyamatra jellemzden normal koriilmények kozott a
STATS3 aktivacio is egy rendkivil gyors és tranziens folyamat. A patologids elvaltozasok
megeldzéséhez elengedhetetlen az aktivacid idétartamanak és erdsségének szoros kontrollja,
amelyet negativ regulatorok Osszetett haldzata tesz lehetdvé. A STAT3 aktivacido negativ
szabalyozoi kozé tartoznak a PIAS, a SOCS és a PTP fehérjecsaladok tagjai. A PIAS fehérjék
gatoljak a STAT3 transzkripcids aktivitasat azaltal, hogy blokkoljak a STAT3 DNS-ko6t6
aktivitasat és el6segitik a transzkripcios ko-represszorok toborzasat. A SOCS fehérjek
kotodéstikkel learnyékoljak az IL-6/gpl130 receptorkomplex STAT3 kotd doménjét, igy
gatoljak a STAT3 fehérjék toborzésat. Végul az SHP2 foszfatazok képesek defoszforilalni a
STAT3 fehérjéket a tirozin oldallancon.

A STAT3 tartésan fenndallo tirozin foszforilacidjat és kdvetkezményes aktivaciojat
kimutattdk a szolid és hematoldgiai tumor jelentds részében, ideértve a leukémidt, az emld, a
prosztata és a hasnyalmirigy daganatos megbetegedésit, valamint a kiilonb6z6 melandémakat
is. Az uveélis melandma a leggyakoribb primer intraokularis rosszindulatd daganat
felndttekben, mely egy rendkiviil kiilonleges korkép, ugyanis a tumorok olyan kérnyezetben
alakulnak ki, ahol alapvetéen mind a velesziiletett, mind az adaptiv immunvalasz szuprimalt.
A melanémét tartalmazd szemben tobb kemokin és gyulladasi citokin, koztik az 1L-6
koncentracioja is magasabb, ami fenntartja a konstitutiv tirozin foszforilaciot, mely eléidézi a
tumor transzformaciot.
eldsegiti angiogenezist. A STAT3 kozvetleniil szabdlyozza a VEGF-a és a HIFla gének
expresszidjat, melyek hozzajarulnak a daganatokban az 0j mikrovaszkularis strukturak
a matrix metalloprotedz fehérjék kifejezodését. A fokozott STAT3 aktivacio a daganatokban
gatolja a bizonyos gyulladasi citokinek és kemokinek, példaul TNF-a (tumor nekrézis faktor
a) és az INF-y (interferon-y) expressziojat, melyek aktivalhatnak a tumorellenes immunitast.
A STATS3 gatolja az apoptozis intrinsic Utvonalat azéltal, hogy fokozza az antiapoptotikus

Bcl-2 fehérjecsalad tagjainak az expressziojat, ideértve a Bcl-XL, Mcl-1 és Bcl-w fehérjéket.



Kelidonin

Az alkaloidok novényekben taladlhato olyan természetesen eldforduld, bazikus, foként
heterociklikus szerves vegyuletek, melyek legaldbb egy nitrogénatomot tartalmaznak. A
kelidonin az benzofenantridin-vézas alkaloidok csoportjaba tartozik, melynek a tagjai két
aromas ¢s két alkan gytirtibdl épiilnek fel. Kordabban kimutattdk, hogy gatolja a sejtek
daganatos sejtvonalon, ideértve az uvealis melanoma sejtvonalakat is. Képes beinditani a
programozott sejthalal intrinsic Utvonalat azéltal, hogy fokozza a reaktiv oxigén gyokok
felszabadulasat és csokkenti a mitokondrialis membranpotencialt.

A kelidonin gétolja a tubulin szalak polimerizacidjat és csokkenti a mikrotubulusok
mennyiségét a sejtekben. Feltehetden a kolhicin-kotd helyre épiil be, mely kotddéssel zavart
szenved a mikrotubularis rendszer dinamikus instabilitasa, aminek kovetkeztében a sejtciklus
ledll a Go/M fazisban. A Gz/M blokk tobbek kozott, olyan morfologiai valtozasokat
eredményez, mint a multipolaris magorsd fonalak és tébbmagvu orids sejtek kialakulasa,
melyek a mitotikus katasztrofa meghatarozo jellemzdi kozé tartoznak. A mikrotubulusokra

gyakorolt hatasa miatt a kelidonin potencialis mikrotubulus-célz6 dgensnek tekinthetd.

Mikrotubulus-célzo szerek

Napjainkra tobb tucat mikrotubulus-célzé agenst (MTA) izolaltak tengeri és
szarazfoldi ¢€l6lényekbdl. Ezek a masodlagos anyagcsere termékek képesek kozvetlentil
ko6tédni a tubulinhoz és megzavarni a mikrotubularis rendszer szerkezetét és dinamikajat.

Az MTA-kat két osztalyba soroljak: a mikrotubulus-stabilizatorok eldsegitik a tubulin
polimerizécidjat, mig a mikrotubulus-destabilizatorok a tubulin szalak depolimerizéciojat
idézik eld. Az elsé osztalyba tartozd kolhicinrdl kimutattak, hogy gatolja az IL-6 indukalt
STATS3 aktivaciot szerin mutans sejtekben. A masodik csoportba tartoz6 paklitaxelrdl pedig

leirtak, hogy befolyasolja a STAT3 szerin és tirozin foszforilaciojat.



CELKITUZESEK

Munkacsoportunk korabbi eredményei alapjan a benzofenantridin-vazas alkaloidok
csaladjaba tartozé kelidonin apoptozist és nekrézist valt ki az OCM-1 humaén, uvedlis
melandéma eredetii sejteken. Irodalmi adatok alapjan a kelidonin — a daganatterapiaban széles
korben alkalmazott mikrotubulus-célz6 szerekhez hasonléan — megzavarja a mikrotubulusok
dinamikus instabilitasat, a sejtciklust pedig a Go/M fazisban berekeszti. Emellett tobb MTA
esetén kimutattak, hogy beavatkozik a STAT3 transzkripcids faktor tirozin és szerin
foszforilacids folyamataiba.

Az eldbbieket figyelembe véve kisérleteink sordn a kovetkezd kérdésekre kerestiik a
vélaszt: (1) milyen hatassal van a kelidonin az OCM-1 és OCM-3 uvedlis melandma sejtek
sejtciklusara; (2) valtozik-e kelidonin hatasara az IL-6/gp130/STAT3 jelatviteli Gtvonal
tagjainak, illetve a STAT3 Aaltal szabalyozott antiapoptotikus Bcl-2 fehérjének az
expresszidja; (3) hogyan befolyasolja a kelidonin a STATS3 tirozin és szerin foszforilacigjat,

illetve a kétfajta foszforilacidra gyakorolt hatas kdzott kimutathato-e korrelacio.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Kisérleteinkhez OCM-1 és OCM-3 human uvedlis primer melanéma sejtvonalakat

hasznaltunk. A human melanémakban gyakori GNAQ és GNA11 mutacié egyik sejtvonalban

cre
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human uvedlis melandmakbdl hoztak létre.

Az alkaloid kezelés soran a sejteket 1 vagy 4 pg/ml kelidonin jelenlétében
tenyésztettiik az adott kisérletnek megfelel¢ iddtartamokig. A kontroll mintdkhoz azonos
mennyiségii DMSO-t mertink, amiben a kelidonint is feloldottuk. Az alkaloid kezelést
kovetden a feliiluszot és a sejteket 0sszegytijtottiik, majd a mosast kovetden eldkészitettiik
6ket az immunfluoreszcencias jeloléshez. A STAT3 transzkripcios faktort IL-6-tal aktivaltuk.

Kisérleteinkben a sejtek életképességét, a fehérje expressziot, a STAT3
aramlasi citometridval és/vagy konfokalis mikroszkdpidval vizsgaltuk. Az aramlasi
citometrias méréseket a FACS Array vagy a FACS Aria citométerekkel, mig a konfokalis
mikroszkopias méréseket az Olympus Fluo View 1000 vagy Zeiss LSM 880 mikroszkdopokkal
végeztik el. Az aramlasi citometrias adatokat az FCS Expressz programmal értékeltik ki, mig
a konfokalis mikroszkopias képeket a FIJI és a Matlab szoftverekkel analizaltuk. Tobb
sejtalkotdo egyidejii jeloléséhez spektralisan eltérd fluoroforral konjugalt antitesteket
hasznaltunk. Az antitestek esetleges aspecifikus kotddését azonos izotipust, irrelevans
antitestekkel ellendriztiik. Az aramlasi citométeres és/vagy konfokalis mikroszkopias
vizsgalatokat minden esetben elvégeztiik a jeloléstdl szamitott 24 6ran beliil.
beépitett ,,Trainable Weka Segmentation” modul segitségével vizsgaltuk.

A statisztikai elemzésekhez Student’féle t-tesztet hasznéltunk az Excel program

segitségevel. Azokat a valtozasokat tekintettlik szignifikansnak, ahol p<0,05 volt.



EREDMENYEK

Kontroll vizsgalatok

Kisérletes munkank egyik kozponti kérdése az volt, hogy a kelidonin miként
befolydsolja a STAT3 tirozin foszforilacidjat, ezért kulondsen fontos volt, hogy
maximalizaljuk az I1L-6 stimulaciora valaszold sejtek hanyadat, valamint az aktivacio
mértéekét. Az OCM-3 sejteken elvégzett optimalizacids Kkisérletek alapjan a STAT3
aktivalasara a 20 ng/ml-es IL-6 koncentraciot alkalmaztuk 30 percig.

Az alkaloid kezelés soran a kelidonin feloldasdhoz és higitdséhoz DMSO-t
hasznaltunk, igy kritikus kérdés volt annak megvalaszolasa, hogy a Kkisérleteinkben
alkalmazott DMSO 6nmagéaban befolyasolja-e a STAT3 aktivacio mértékét. Ennek érdekében
DMSO hianyéban, valamint DMSO jelenlétében tenyésztett sejteken vizsgaltuk az IL-6
stimulacié hatésfokat. Eredményeink alapjan kizarhatd, hogy az altalunk alkalmazott
koncentracioban a DMSO befolyasolnd a STAT3 aktivacidjat, azaz kelidoninnal végzett

kisérletek soran tapasztalt valtozasokat kizarolag a kelidonin okozta.

A kelidonin apoptdzist és nekrézist indukal human melandéma sejteken

Kisérleteink sordn a kelidonin sejthalalt kivaltd hatasat DNS fragmentacion és az
Annexin/Pl-k6tédésén alapuld aramlasi citometriads mérésekkel vizsgaltuk meg. Mindkét
modszerrel megerdsitettiik, hogy a kelidonin koncentracio-fliggd mddon sejthalalt idéz eld
huméan melanoma sejtvonalakon. Az Annexin/Pl-k6tddésén alapuld vizsgalatokkal
bizonyitottuk, hogy a kelidonin az apopt6zis mellett a sejtek kis hanyadaban késdi apoptdzist
vagy nekrdzist is indukal.

A kelidonin berekeszti a sejtciklust a Go/M fazisban es karositja a
mikrotubularis rendszert

A sejtciklust célzd kisérletek sordn ugyanazt a protokollt kovettiik, mint a DNS
fragmentacio vizsgalatakor. Eredményeink alapjan leirhatd, hogy a kelidonin mar szub-letalis
dozisban a legrovidebb kezelés esetében is mindkét sejtvonalon jelentds G2/M blokkot
eredményezett, ami a hosszabb kezelési idétartamokkal tovabb emelkedett. Az alkaloid az
OCM-3 sejtekre lassabban és mérsékeltebben fejtette ki hatasat.

A sejtciklust befolydsold 4gensnek tekinthetd kelidonin egyik legfontosabb
intracellularis célpontja a mikrotubularis rendszer. A konfokalis mikroszkopias felvételeken

megallapitottuk, hogy a kelidonin kezeles hatasara a mikrotubularis haldzat stlyos karosodast

8



szenvedett el, ideértve a koros mitotikus orsofonalak képzddését és a tobb orsd polus
kialakulasat a mitozis soran. Tovabba a mitotikus katasztrofara jellemzod tobbmagvu, 6rids

sejtek megjelenését is megfigyeltiik a képeken.

A kelidonin gatolja az IL-6-indukalt STAT3 aktivaciot

Kovetkezo 1épésként megvizsgaltuk miként befolyasolja a kelidonin a STAT3 tirozin
foszforilacigjat IL-6-tal stimulalt és stimuldlatlan OCM-1, valamint OCM-3 sejtvonalakon.
Az IL-6 stimulalt sejtek dontd tobbségében kimutattuk a fokozott tirozin foszforilaciot, azaz a
STATS3 aktivaciojat. A 24 6rés kelidonin kezeles hatasara a sejtek szignifikdns hanyada nem
volt képes reagalni az IL-6 stimuléciéra. Az alkaloid hatasa ,,mindent vagy semmit” elvet
kovetett, ugyanis az IL-6 stimulalt sejtekben vagy teljes mértékben megsziint a STAT3
aktivacio, vagy valtozatlan maradt a kezelést kovetden. A csokkent STAT3 aktivacidot nem
magyarazza a kelidonin indukalt sejtpusztulds, ugyanis a halott sejtek frakcidja szignifikansan
alacsonyabbnak adddott az IL 6 irant csokkent valaszkészséget mutatd sejtek részaranyahoz
képest.

Az IL-6 stimuladlatlan sejtekben mérheté bazalis (konstitutiv) STAT3 tirozin
foszforilaciot a kelidonin nem befolyasolta. Ezzel ellentétben a kelidonin szignifikansan
megemelte a bazalis szerin foszforilaciot mindkét sejtvonal esetében. Az IL-6 stimulacionak
elhanyagolhatd hatdsa volt a szerin foszforilaciora fliggetleniil az eldzetes kelidonin

kezeléstol.

Kelidonin hatasara csokken a gp130 alegység expresszidja

Annak érdekében, hogy feltarjuk mi &llhat a kelidonin-indukalt csokkent STAT3
aktivacié hatterében, megvizsgaltuk a kelidonin hatasat az 1L-6/gpl30/STAT3 jelatviteli
utvonal bizonyos tagjainak az expresszidjara. A 24 oras kelidonin kezelést kdvetden a sejtek
elhanyagolhatd hanyadaban tapasztaltuk a totdl STAT3, az IL-6a alegység és a Jak2
expresszidjanak a csokkenését. Ezért kizarhatd, hogy ezeknek a fehérjék megvaltozott
expresszidja lenne felelds a csokkent STAT3 aktivacidért.

A gpl30 alegységet célz6 méréseink soran megallapitottuk, hogy a gpl30
expresszioja, bar kiilonbozd mértékben, de mindkét sejtvonal esetén szignifikdnsan
lecsokkent a kelidonin kezelés hatidsara. Azonban a gpl30 kifejezddése csak részlegesen
csokkent, ezért feltételezhetd, hogy a gatolt tirozin foszforilacid hatterében egyéb tényezok is

allnak.



Kelidonin hatasara megemelkedik a konstitutiv pSer-STAT3 szint

Kovetkezd kisérleteinkben a STAT3 masik foszforilacidos helyére, a szerin 727
oldallancra 6sszpontositottunk. Eredményeink alapjan mindkét sejtvonalon méar IL-6
stimulécid hianyaban is kimutathato a STAT3 bazalis szerin foszforilacidja. IL-6 hataséra a
szerin foszforilacio mertéke nem, vagy csak kismértékben ndvekedett. A konstitutiv pTyr-
STATS3 szinttel ellentétben, amelyet az alkaloid nem befolyasolt, a STAT3 konstitutiv szerin
foszforilacidjanak szintje mindkét sejtvonalon szignifikdnsan megemelkedett a kelidoninnal
torténd kezelés hatasara. Hasonldan a kontroll sejtekhez, az IL-6 stimulacié nem, vagy csak
elhanyagolhatd mértékben valtoztatta meg a szerin foszforilacidé mertékét a kelidoninnal

kezelt sejteken

A csokkent STAT3 aktivacio és a megemelkedett pSer-STAT3 szint
korrelalt vizsgalata

A Kkelidonin a STAT3 szerin és tirozin foszforilacidjara ellentétes hatést fejtett ki.
Mindkét hatés csak a sejtek bizonyos hanyadat érintette, ezért felmerilt a kérdés van-e atfedés
az alkaloid kezelésre a STATS tirozin, illetve szerin foszforilacidja mértékének modositasaval
valaszol6 sejtpopulacidk kdzott.

Aramlasi citometrias adataink alapjan a 24 o6ras kelidonin kezelést kovetéen a
megndvekedett bazalis pSer-STAT3 szinttel rendelkez6 sejtek dont6 tobbsége nem valaszolt
az IL-6 stimulaciora, azaz az érintett sejtpopulaciok kozott atfedés tapasztalhat. Azonban ez
az atfedés csak részleges volt, ugyanis az IL-6-ra adott valaszreakcié elmaradasat olyan
sejtekben is Kkimutattuk, ahol nem tapasztalhatdé a konstitutiv pSer-STAT3 szint
megemelkedése kelidonin hatasara, valamint a megemelkedett pSer-STAT3 szinttel
jellemezhet6 sejtek egy kisebb hanyadaban az IL-6 tovabbra is képes volt STAT3 aktivaciot
Kivaltani.

Konfokalis mikroszkopidval szintén megerdsitettilk ezeket az eredményeket, valamint
WEKA pixel alapd szegmentalasi eljarassal bizonyitottuk, hogy nemcsak a pTyr-STAT3
szintje, de magi transzlokaciojanak mértéke is csokken az emelkedett pSer-STAT3 szinttel

jellemezhetd sejtek jelentds hanyadaban.

A kelidonin idofiigg6 modon befolyasolja a STAT3 foszforilaciot
OCM-1 sejteken

A tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy a kelidonin altal kivaltott valtozasok a STAT3
mindkét foszforilacid tipusara idével miként valtoznak. Ennek érdekében a szokasos 24 6rés
alkaloid kezelés mellett két rovidebb idOpontot (6 €s 12 ora) is alkalmaztunk, majd a STAT3
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két foszforilacios helyét egyidejiileg spektralisan eltéré monoklonalis antitesttel megjeldltiik.
Az id6-flggéses mérések soran azt tapasztaltuk, hogy az altalunk alkalmazott legrévidebb
kelidonin kezelés is megemelte a konstitutiv szerin foszforilaciot és lecsdkkentette az I1L-6
valaszkészséget a sejtek alacsony, de szignifikans hanyaddban. A citokin stimul&ciéra nem
reagald sejtek frakcidja monotonon ndvekedett az alkaloid kezelés idétartamaval. Ezzel
szemben az emelkedett pSer-STAT3 szinttel rendelkezé sejtek hanyada a két révidebb
kezelés sordn folyamatosan emelkedett, ugyanakkor a 24 o6ra elteltével valamelyest
visszaesett, de még mindig szignifikdnsan magasabb volt a kontroll mintdkhoz képest.

Kelidonin hatasara fokozodik a Bcl-2 expresszioja

Mivel a kelidonin jelent6s mértékben beavatkozik az IL-6/gpl30/STAT3 jelatviteli
utvonal miikddésébe, ezért megvizsgaltuk, hogy a csokkent STAT3 aktivici6 minként
befolydsolja a STAT3 egyik legfontosabb célgénjének a Bcl-2-nek az expressziojat.
Megallapitottuk, hogy a kelidonin bar kiilonb6z6 mértékben, de mindkét sejtvonal eseten
megemelte a Bcl-2 kifejez6dét a sejtek szignifikans hanyadaban. Tovabba azt is
megfigyeltik, hogy a kelidonin kezelés hatasara a Bcl-2 expresszio foként azokban a
sejtekben emelkedett meg, melyekben elmaradt az IL-6 valaszreakcio.
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MEGBESZELES

PhD munkam soran a kelidonin hatasat tanulmanyoztam az IL-6/gpl30/STAT3
jelatviteli dtvonalra. Irodalmi adatokkal 6sszhangban kimutattuk, hogy a kelidonin sejthalalt
valt ki és berekeszti a sejtciklust a G2/M fazisban human uvealis melanoma sejtvonalakon.
Mikroszkdpos vizsgélatokkal igazoltuk, hogy a kelidonin méar alacsony koncentraciban is
karositja a mikrotubularis rendszert, valamint kéros magorsé fonalak és tobbmagvd Orids
sejtek kialakulasat eredményezi. Ezek a patoldgias elvaltozasok a mitotikus katasztrofa
kialakulasat sugalljak, ami végsd soron apoptozis-szerii sejthalalhoz vezet.

Az Aéltalunk hasznalt konfokalis mikroszkopiaval kombinalt aramlasi citometrids
megkozelitések biztositottak két paraméter sejtenkénti 0sszehasonlitasat és az egyes érintett
populéciok kozotti atfedések feltarasat. igy kimutattuk, hogy a kelidoni ellentétes hatast fejt ki
a STATS3 keétfajta foszforilacidjara: gatolja a IL-6 altal kivaltott STAT3 aktivaciot, de noveli a
STATS szerin foszforilacids szintet. Ezen hatdsokra a ,,mindent vagy semmi” elv érvényesiil,
azaz a STAT3 foszforilaciés allapotat vagy jelentés mértékben megvaltoztatta, vagy
egyaltalan nem befolyéasolta.

A kelidonin ketfajta STAT3 foszforilaciora kifejtett hatasa eltéré idokinetikat kovetett
az altalunk vizsgalt idétartamokban. Az IL-6 stimulacidra nem valaszolé (pTyr-STAT3AMA)
sejtek hanyada monoton ndvekedett a kezelési id6 fliggvényében. Ezzel szemben a fokozott
konstitutiv.  pSer-STAT3  (pSer-STAT3MAC)  szinttel  jellemezheté  sejtek  aranya
maximumgorbe szerint valtozott: a kezdeti emelkedést kovetden 0jbol csokkeni kezdett, de a
24 orés kezelést kovetden is szignifikansan meghaladta a kontroll esetén tapasztalt értéket.
Eredményeink arra utalnak, hogy mig a szerin foszforilaciéra gyakorolt hatas atmeneti, addig
a tirozin foszforilacio gatlasa allando, legalabbis a vizsgalataink iddablakaban. A kelidonin a
STAT3 aktivaciojara gyakorolt hosszUtavi hatdsa hatterében nem a sejtek csdkkent
éltképessége all, ugyanis az IL-6 stimulaciora nem véalaszolé sejtek szazalékos aranya a
magasabb alkaloid koncentracié (4 pg/ml) esetén is jelentés mértékben meghaladta az
elpusztult sejtek aranyat.

A 24 oras kelidonin kezelés a pSer-STAT3MAC sejtek jelentds hanyadéban gatolta a
transzkripcids faktor IL-6 altal kivaltott aktivaciojat és magi transzlokéciojat, ami felveti a
kétfajta foszforilaciora gyakorolt hatas korrelaciojat. Azonban fontos megjegyezni, hogy a
legrovidebb (6 oras) alkaloid kezelést kdvetden a pSer-STAT3MAC sejtek tobbségében az IL-6
stimulacio6 még képes volt STAT3 aktivaciot Kkivaltani, valamint az IL-6-ra adott
valaszreakcio hianyat olyan sejtekben is kimutattuk, melyekben a pSer-STAT3 szint —
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legalabbis latszolag — nem valtozott kelidonin hatasara. Eredmeényeink alapjan a kelidonin
szerin foszforilacidos mechanizmusokba torténd beavatkozésa idoben megeldzi a tirozin
foszforilacio gatlasahoz vezetd hatasat, tovabba a megemelkedett pSer-STAT3 szint
onmagdban nem elégséges, de nem is szikséges feltétele a STAT3 aktivalodas
elmaradasanak. Igy valészintileg nincs kozvetlen ok-okozati 6sszefiiggés a kelidonin hataséra
megnovekedett pSer-STAT3 szint és a STAT3 aktivacio gatlasa kozott, de ennek
bizonyitasara tovabbi vizsgalatok szliksegesek.

Eredményeinket az irodalmi adatokkal Gsszevetve ugy tiinik, hogy a STAT3 szerin
foszforilacidjaban legalabb két, kiilonb6z6 kinazok és regulator fehérjék részvételét igényld
mechanizmus vesz részt. A STAT3 kanonikus funkcidinak ellatasahoz sziikséges egy
bizonyos konstitutiv pSer-STAT3 szint, amely biztositja a STAT3 maximalis transzkripcids
aktivitasat és szabalyozza a STAT3 aktivacid idGtartamat. Sajat vizsgéalatainkban a STAT3
nem akadalyozta.

A masodik mechanizmus felelhet a megemelkedett pSer-STAT3 szintért, amelynek a
normdl sejtciklus részeként mitdzis kezdeti szakaszdban van szerepe, de kiilonb6zo
stresszhatasok, pl. UV-besugarzas, MTA kezelés stb. is kivalthatjak vagy felerésithetik. A
kelidonin feltehetéen a masodik mechanizmusért felelds folyamatokba avatkozott be, a
STAT3 konstitutiv szerin foszforilaciojat nem befolyasolta. Feltehetden bekapcsolta és/vagy
felgyorsitotta a STAT3 szerin foszforilaciot végrehajtd, azt pozitivan szabalyoz6
folyamatokat (pl. Cdkl aktivalddasa), ugyanakkor a negativ szabalyozo lépéseket nem
befolyasolta. Ez utobbit tAmasztja ala a hatas atmeneti jellege

Az 1idofiiggd sejtciklus  vizsgalataink eredményei alapjan a G2/M  fazisban
csapdazodott sejtek aranya jelentdsen meghaladta a pSer-STAT3MACG sejtek hanyadat a
kelidonin kezelés soran, fiiggetlentil a kezelés id6tartamatol. Ezen adatok megerdsitik, hogy a
STAT3 fokozott szerin foszforilacidja a mitdzis kezdeti szakaszahoz szikséges, és nem
feltétele a kelidonin, vagy a kelidoninhoz hasonldé MTA-k altal kivaltott G2/M blokk
kialakitasanak.

A kelidonin hatasara megvaltozott STAT3 szerin és tirozin foszforilacié hatterében
feltehetéen nem a STAT3 jelatviteli tagjaninak a kifejezddésére gyakorolt hatasa all, ugyanis
a legtébb tagnak nem valtoztatta meg az expresszidjat. Bar a gp130 alegység kifejezddést
részben csokkenti a kelidonin, de nem szinteti meg teljesen, ami azt sugallja, hogy a sejtek
tovabbra is funkcionalisan miitkdé 1L-6 receptor komplexeket hordozhatnak.

A Bcl-2 antiapoptotikus fehérje expressziojat célzé kisérleteinkkel megéllapitottuk,
hogy a kelidonin kezelés hatdsdra a mindkét sejtvonalon megjelent egy fokozott Bcl-2
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expresszioval jellemezhetd alpopulacio. A Bcl-2 expresszio és a pTyr-STAT3 szint korrelalt
vizsgalatara vonatkozd kisérleteink feltartak, hogy a fokozott Bcl-2 expresszioval
jellemezhet6 sejtpopulacié jelentés hanyadaban gatolt STAT3 IL-6 altal kivaltott aktivacioja,
a pSer-STAT3 szint esetén tapasztaltakhoz hasonléan. Tovébbi vizsgélatokra van szilkseg
annak feltardsara, hogy a Bcl-2 és pSer-STAT3 szintek megemelkedése kozott van-e
kapcsolat

A sejtciklus szabalyozasaban és a tumorigenezisben betdltott vitathatatlan szerepik
miatt a STAT3 szerin és tirozin foszforildcidjanak a szabalyozdsa és a koztik 1évé
kapcsolatnak a vizsgéalata kiemelkedd fontossagti lehet a daganat ellenes terapiak
szempontjabol. Jelen tanulméany az els6ként mutatta be egyedi sejtekre vonatkozdan, hogy a
mikrotubulusokat célzé szerek kozé sorolhatdé kelidonin reciprok modon befolyéasolja a
STAT3 keétféle foszforilacidjat, mely segithet ezen szerek hatdsmechanizmusanak és a szerin
foszforilacid szerepének a részletesebb feltérképezését a STAT3 funkcidban. Eredményeink,
az MTA szerekkel kapcsolatos irodalmi adatokkal egydtt, felvetik a kelidonin potencialis

alkalmazhatdsagat uvedlis melanomak, illetve feltehetéen egyéb, szolid daganatok

=77
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OSSZEFOGLALAS

Itt bemutatott munk&m soran a kelidonin hatasat tanulményoztam az IL-6/IL-
6R/STATS3 jelatviteli utvonalra human uvealis melanéma sejtvonalakon. Irodalmi adatokkal
0sszhangban kimutattuk, hogy a kelidonin sejthalalt valt ki és berekeszti a sejtciklust a Go/M
fazisban. Mikroszképos vizsgalatokkal igazoltuk, hogy a kelidonin mar alacsony
koncentracidban is kérositja a mikrotubularis rendszert, valamint koros magorso fonalak és
tbbbmagva orias sejtek kialakulasat eredményezi. Ezek a patoldgias elvaltozasok a mitotikus
katasztrofa kialakulasat sugalljak, ami végs6 soron apoptozis-szerii sejthalalhoz vezet.

Kimutattuk, hogy a kelidonin géatolja az IL-6 altal kivaltott STAT3 aktivacidt (tirozin
foszforilaciot), ugyanakkor ndveli a STAT3 szerin foszforilaciojanak hatékonysagat.
Szemben az irodalomban fellelhetd, biokémiai modszerekkel nyert adatokkal, az altalunk
alkalmazott dramlasi citometrias és konfokalis mikroszkopids megkozelitések lehetdvé tették
a STAT3 kétféele foszforilaciojanak sejtenkénti 6sszehasonlitasat, valamint a kelidonin
kezelésre eltérden reagald sejtpopulaciok azonositasat. Ily modon feltartuk, hogy mindkét
hatasban a ,,mindent vagy semmi” elv érvényesiil, azaz a STAT3 foszforilacios allapotat a
kelidonin vagy jelentds mértékben megvaltoztatta vagy egyaltalan nem befolyasolta.

A kétfajta STAT3 foszforilaciora kifejtett hatas eltéré idékinetikat kovetett. Mig az
IL-6 stimuladciéra nem valaszoldo sejtek hanyada monoton ndvekedett a kezelési 1d6
fliggvényében, a fokozott pSer-STAT3 szinttel jellemezheté sejtek ardnya maximummal
rendelkezé gorbe szerint valtozott. Mindez arra utal, hogy mig a kelidonin szerin
foszforilaciora kifejtett hatasa atmeneti, a STAT3 aktivacio gatlasa hosszutavon fennmarad. A
kétféle hatas altal érintett sejtpopuléciok kozott tapasztaltunk atfedést, ugyanakkor kdzvetlen
ok-okozati 0sszefliggést nem tudtunk kimutatni.

Az IL-6/IL-6R/STAT3 jelatviteli utvonal legtobb elemének expresszidja a sejtek
dontd tobbségében nem valtozott szignifikansan kelidonin hatasara. Bar a gp130 expresszio a
sejtek egy jelent6s hanyadaban csokkent, a funkcionalis IL-6R komplexek ezeken a sejteken
is kialakulhatnak. Igy a jelatviteli Gtvonal tagjainak megvaltozott expresszidja kizarhato a
STAT3 aktivacio kdzvetlen okakent.

Kelidonin hatasara megjelent egy fokozott Bcl-2 expresszioval jellemezhetd
alpopulacio, amely hasonldé mértékii atfedést mutatott az IL-6-ra nem véalaszold
sejtpopulécidval, mint amit a fokozott pSer-STAT3 szinntel jellemzheté sejtek esetén

tapasztaltunk.
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